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57© Resumen:
Procedimiento para la determinación de la actividad de
las proteínas desacoplantes (UCPs) mediante la monito-
rización del consumo de NAD(P)H.
La presente invención trata del diseño de un procedimien-
to para determinar la actividad de las UCPs y que puede
ser utilizado para evaluar la capacidad de distintos fárma-
cos para modiﬁcar la actividad de dichas proteínas. Estos
fármacos podrán ser utilizados para tratar todas aquellas
enfermedades o condiciones en las que se produzcan va-
riaciones en su actividad termogénica. Ejemplos son la
obesidad, ﬁebre, caquexia, etc.
Debido a que la actividad de las UCPs produce variacio-
nes en la velocidad de respiración, en el presente proce-
dimiento se determina la actividad de las UCPs monitori-
zando la desaparición del NADH o NADPH según la dis-
minución en la absorción entre 300-380 nm o la ﬂuores-
cencia a 420-520 nm. En este procedimiento estos coen-
zimas son oxidados por las mitocondrias de la levadura
Saccharomyces cerevisiae en las que se expresan distin-
tas UCPs de modo recombinante.
Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art. 37.3.8 LP.E
S
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DESCRIPCION
Procedimiento para la determinacio´n de la ac-
tividad de las prote´ınas desacoplantes (UCPs)
mediante la monitorizacio´n del consumo del
NAD(P)H.
Sector de la te´cnica
Identiﬁcacio´n de compuestos terape´uticos.
Compuestos reguladores de las prote´ınas desaco-
plantes (UCPs) de la respiracio´n celular. Com-
puestos terape´uticos para el tratamiento de la
obesidad, diabetes no dependiente de insulina, ca-
quexia y ﬁebre.
Estado de la te´cnica
La respiracio´n celular es un proceso que tiene
lugar en las mitocondrias y en el que se oxidan
compuestos como los azu´cares o las grasas. La
transferencia de electrones desde las mole´culas
que se esta´n oxidando hasta el ox´ıgeno tiene lugar
en la membrana mitocondrial interna y se acopla
a un bombeo de protones de dentro a fuera de
la mitocondria con lo que se forma un gradiente
de protones. La energ´ıa almacenada en este gra-
diente es la que va a permitir la s´ıntesis del ATP
en la mitocondria, que es la mole´cula universal
que almacena y distribuye la energ´ıa a un gran
nu´mero de procesos: fabricacio´n de componentes
celulares, transporte, transmisio´n de sen˜ales, etc.
Los dos procesos (respiracio´n y s´ıntesis de ATP)
constituyen lo que se denomina fosforilacio´n oxi-
dativa y se encuentran perfectamente acoplados
de modo que la velocidad de oxidacio´n de sustra-
tos (respiracio´n) se ajusta a la demanda que hace
la ce´lula para que se sintetice ATP. Este acopla-
miento tiene una importante consecuencia para la
economı´a celular ya que no se malgastan las re-
servas. Sin embargo, hay situaciones ﬁsiolo´gicas
en las que es necesaria una disipacio´n de energ´ıa.
Un ejemplo es la respuesta para hacer frente al
fr´ıo y mantener la temperatura corporal. En este
caso, se desacopla la fosforilacio´n oxidativa por
lo que la energ´ıa de la respiracio´n se utiliza para
producir calor. Este desacoplamiento es tambie´n
importante para eliminar un exceso de calor´ıas in-
geridas con la dieta (ayuda por tanto a mantener
el peso corporal) o por ejemplo para disminuir
la produccio´n de radicales libres. Los radicales
libres provocan dan˜os en la ce´lula que llevan al
envejecimiento y eventualmente a la muerte celu-
lar.
Las prote´ınas desacoplantes (uncoupling pro-
teins, UCPs) pertenecen a una superfamilia de
prote´ınas que esta´ formada por los transportado-
res mitocondriales de metabolitos. Los miembros
de esta familia, que se relacionan evolutivamente,
presentan una serie de semejanzas estructurales y
funcionales [Ricquier D, Bouillaud F, (2000) The
uncoupling protein homologues: UCP1, UCP2,
UCP3, StUCP y AtUCP. Biochem J. 345: 161-
179]. La prote´ına desacoplante UCP1, exclusiva
del tejido adiposo marro´n de mamı´feros, juega un
papel esencial en el mantenimiento de la tempe-
ratura corporal en recie´n nacidos y en pequen˜os
mamı´feros. Asimismo, en pequen˜os mamı´feros,
este tejido permite eliminar un exceso de ca-
lor´ıas ingeridas con la dieta. La actividad de
la prote´ına desacoplante UCP1 se encuentra re-
gulada de modo preciso. El hipota´lamo emite
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a trave´s del sistema nervioso simpa´tico la sen˜al
de inicio de la termoge´nesis liberando noradrena-
lina. La unio´n de esta hormona a la membrana
plasma´tica del adipocito provoca en el interior
de e´ste una cascada de sen˜ales que llevan a la
liberacio´n de a´cidos grasos. Estos van a jugar
un doble papel: son el sustrato que va a oxidar
la mitocondria pero adema´s son los activadores
de la UCP1. Esta prote´ına cuando esta activada
permite que los protones bombeados por la ca-
dena respiratoria vuelvan al interior de la mito-
condria sin que haya s´ıntesis de ATP. Se acelera,
por tanto, la respiracio´n y se disipa en forma de
calor la energ´ıa del gradiente de protones [Nicholls
DG, & Locke RM (1984) Physiol. Rev. 64: 1-64;
Cannon B & Nedergaard J (1985) Essays Bio-
chem 20: 110-164]. Recientemente hemos descrito
que el a´cido retinoico todo-trans es tambie´n un
potente activador de la UCP1 [Rial E, Gonza´lez-
Barroso MM, el al. (1999) Retinoids activate pro-
ton transport by the uncoupling proteins UCP1
and UCP2. EMBO J. 18: 5827-5833].
En los u´ltimos an˜os se han descubierto toda
una serie de genes que codiﬁcan prote´ınas homo´lo-
gas a la UCP1. As´ı, se han identiﬁcado prote´ınas
desacoplantes en plantas (StUCP y AtUCP) que
parecen jugar tambie´n un papel en la resistencia
a las bajas temperaturas. En mamı´feros se ha
demostrado la existencia de al menos tres nuevas
UCPs (UCP2, UCP3 y UCP4) aunque las funcio-
nes biolo´gicas y actividades bioqu´ımicas no son
au´n bien conocidas. Estudios gene´ticos sugieren
que UCP2 y UCP3 juegan un papel importante
en el gasto de energ´ıa en humanos. Se empiezan
a conocer detalles sobre las sen˜ales que controlan
la expresio´n del gen de la UCP2 y UCP3 pero
de momento se desconocen las v´ıas ﬁsiolo´gicas de
regulacio´n de su actividad desacopladora. Hemos
descrito que la UCP2 es activada por el a´cido re-
tinoico todo-trans pero no por los a´cidos grasos
[Rial E. Gonza´lez-Barroso MM, et al. (1999) Re-
tinoids activate proton transport by the uncou-
pling proteins UCP1 and UCP2. EMBO J. 18:
5827-5833].
Debido a la capacidad termoge´nica de la
UCP2 y UCP3 y a la posibilidad de que su acti-
vacio´n permita eliminar reservas de grasas, se las
ha considerado dianas para el tratamiento de la
obesidad y enfermedades relacionadas [Campﬁeld
LA, Smith FJ & Bum P (1998) Strategies and po-
tential molecular targets for obesity treatment.
Science 280: 1383-1387]. Como se dijo anterior-
mente el a´cido retinoico todo-trans es un activador
de la UCP2 y muestra adema´s una gran especi-
ﬁcidad por el ligando ya que solo determinados
retinoides pueden activar la prote´ına. Este des-
cubrimiento ha llevado a una patente en la que se
reivindica el uso de retinoides para el tratamiento
de la obesidad [Rial E, Gonza´lez-Barroso MM,
et al. (1999) Retinoids activate proton trans-
port by the uncoupling proteins UCP1 and UCP2.
EMBO J. 18: 5827-5833; Patente ES9800225].
Se ha descrito tambie´n que el a´cido aminogua-
nid´ın carbox´ılico activa la termoge´nesis en l´ıneas
celulares que expresan la UCP2 por lo que se le
ha propuesto como fa´rmaco para el tratamiento
de la obesidad y la diabetes [WO 99/00123, Use
of a drug capable of modulating the regulation
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of UCP-2 and method for screening for potential
drugs against obesity].
La mayor parte de los estudios de regulacio´n
de la actividad de la UCP1, o de la UCP2, de-
terminan las propiedades bioenerge´ticas de las
mitocondrias analizando los cambios producidos
en la respiracio´n mitocondrial y/o potencial de
membrana. As´ı, en el estudio de la regulacio´n
por retinoides de la UCP1 y UCP2 se realiza-
ron determinaciones del consumo de ox´ıgeno me-
diante un electrodo de ox´ıgeno [Rial E. Gonzalez-
Barroso MM, et al. (1999) Retinoids activate pro-
ton transport by the uncoupling proteins UCP1
and UCP2. EMBO J. 18: 5827-5833]. En el es-
tudio con el a´cido aminoguanid´ın carbox´ılico, se
infer´ıa la actividad de la UCP2 midiendo el au-
mento de la temperatura de ce´lulas en cultivo con
una ca´mara de infrarrojos [WO 99/00123, Use
of a drug capable of modulating the regulation
of UPC-2 and method for screening for poten-
tial drugs against obesity; WO 99/60630, Infra-
red thermography]. Sin embargo, ninguno de es-
tos procedimientos para valorar la actividad de
la UCP2, o de otros miembros de esta familia,
pueden realizarse de una forma a´gil, ra´pida, re-
producible y con gran capacidad y as´ı cubrir las
necesidades actuales de las grandes empresas que
deben valorar quimiotecas en las que hay cientos
o miles de compuestos. Esta aproximacio´n es el
fundamento del desarrollo de sistemas de identiﬁ-
cacio´n de nuevos compuestos terape´uticos que en
este caso podr´ıan utilizarse para tratar por ejem-
plo la obesidad, la diabetes o desarrollo de nuevos
antipire´ticos. La presente invencio´n describe un
procedimiento fa´cil de realizar, de bajo coste, al-
tamente reproducible y capaz de procesar un gran
nu´mero de muestras por unidad de tiempo.
Descripcio´n
Descripcio´n breve
La presente invencio´n describe un procedi-
miento para la determinacio´n de la actividad de
las prote´ınas desacoplantes (UCPs) mediante la
monitorizacio´n del consumo de NAD(P)H y que
por tanto puede ser utilizado para evaluar la ca-
pacidad de distintos compuestos qu´ımicos para
modiﬁcar la actividad de dichas prote´ınas. Es-
tos compuestos pueden convertirse en potencia-
les fa´rmacos para tratar todas aquellas enferme-
dades en las que se produzcan variaciones en la
actividad termoge´nica por la actividad de estas
prote´ınas. Una disminucio´n de dicha actividad
podr´ıa llevar por ejemplo a la obesidad y enferme-
dades relacionadas (diabetes, hipertensio´n, etc.).
Un aumento podr´ıa producir la aparicio´n de la
ﬁebre o una pe´rdida exagerada de peso como el
que se da en la caquexia.
Debido a que variaciones en la actividad de
las prote´ınas desacoplantes produce variaciones
en la velocidad de respiracio´n mitocondrial, en el
presente procedimiento se determina la actividad
de las UCPs monitorizando la desaparicio´n del
NADH o NADPH. El procedimiento de medida
hace uso de la absorcio´n de luz en la regio´n entre
300-380 nm y/o de la ﬂuorescencia que emite en-
tre 420-520 nm el NAD(P)H. Estos compuestos
son el sustrato que van a oxidar las mitocondrias
de la levadura Saccharomyces cerevisiae utiliza-
das en la presente invencio´n que han sido trans-
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formadas gene´ticamente para que expresen UCP1
de modo recombinante. Forman parte de la pre-
sente invencio´n:
- este procedimiento de identiﬁcacio´n en don-
de las ce´lulas transformadas de las que se
obtienen las mitocondrias son ce´lulas com-
petentes tal como se deﬁnen en la presente
invencio´n,
- este procedimiento de identiﬁcacio´n donde
la prote´ına desacoplante es distinta de
UCP1 y pertenece, entre otras, al siguiente
grupo: UCP2, UCP3, UCP4, StUCP y
AtUCP,
- los nuevos compuestos identiﬁcados como
reguladores de la actividad de las prote´ınas
desacoplantes UCPs, ya sean inductores o
inhibidores,
- y el uso de los mismos en el tratamiento de
enfermedades mediadas por alteraciones en
la actividad de esas prote´ınas desacoplan-
tes.
Descripcio´n detallada
Tal como se ha descrito anteriormente, las
UCPs pueden ser expresadas en la cepa W303
de Saccharomyces cerevisiae utilizando el vec-
tor pYeDP-1/8-10 en el que la expresio´n de la
prote´ına se encuentra bajo del control del pro-
motor gal-cyc [Cullin C, Pompon D (1988) Syn-
thesis of functional mouse cytochromes P450 P1
and chimeric P-450 P3-1 in the yeast Saccharomy-
ces clerevisiae. Gene 65: 203-217]. Con este sis-
tema, la expresio´n se encuentra reprimida en pre-
sencia de glucosa y se activa con galactosa. La
presente invencio´n describe un procedimiento de
evaluacio´n de la actividad de estas prote´ınas de-
sacoplantes utilizando la UCP1 como ejemplo de
una UCP que se expresa en levaduras de forma es-
table y de las que puede posteriormente obtenerse
las mitocondrias necesarias para esta evaluacio´n.
As´ı. se ha procedido a la construccio´n de cepas de
Saccharomyces cerevisiae recombinantes capaces
de expresar la prote´ına desacoplante UCP1.
Los detalles de los materiales y procedimien-
tos utilizados para construir el vector de expresio´n
(pYeDP-UCP), la transformacio´n de la cepa Sac-
charomyces cerevisiae W303 y la seleccio´n de los
clones que expresan la UCP1 han sido publi-
cados anteriormente [Arechaga I, Raimbault S.
et al. (1993) Cysteine residues are not essen-
tial for uncoupling protein function. Biochem,
J. 296: 693-700]. Metodolog´ıa ana´loga se ha
utilizado para construir cepas que expresan la
UCP2 o UCP3 [Fleury C, Neverova M. et al.
(1997) Uncoupling protein-2: a novel gene linked
to obesity and hyperinsulinemia. Nature Ge-
net. 15: 269-272; Zhang CY, Hagen T, et al.
(1999) Assesment of uncoupling activity of uncou-
pling protein 3 using a yeast heterologous expres-
sion system FEBS Lett. 449: 129-134]. El uso
de cualquier otra prote´ına desacoplante [Ricquier
D., Bouillaud F. (2000) The uncoupling protein
homologues: UCP1, UCP2, UCP3, StUCP y
AtUCP. Biochem J. 345: 161-179] distinta de la
UCP1 utilizada como ejemplo del procedimiento
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de la presente invencio´n es posible pudiendo indi-
carse como las ma´s interesantes, entre otras, las
prote´ınas UCP2, UCP3, UCP4, StUCP y AtUCP
y forma parte de la presente invencio´n. Por otro
lado, existen otros vectores de expresio´n alterna-
tivos en levaduras [Goeddel DV (editor) (1990)
Gene expression technology. Methods Enzymol.
vol. 185], que permiten la expresio´n controlada de
estas prote´ınas desacoplantes en el procedimiento
que se describe en la presente invencio´n y for-
man parte de la presente invencio´n. Como con-
trol para los trabajos con mitocondrias de levadu-
ras que expresan UCPs se ha venido utilizando la
misma cepa de levaduras pero transformada con
un vector pYeDP en el que el cDNA de la UCP1
se inserta en sentido inverso (produce un mRNA
anti-sense a partir del cual no se puede producir
prote´ına) [Arechaga I, Raimbault S, et al. (1993)
Cysteine residues are not essential for uncoupling
protein function. Biochem. J. 296: 693-700; Rial
E, Gonza´lez-Barroso MM, et al. (1999) Retinoids
activate proton transport by the uncoupling pro-
teins UCP1 and UCP2. EMBO J. 18: 5827-5833;
Patente ES9800225].
Para el estudio de las prote´ınas desacoplan-
tes se han desarrollado procedimientos para la
expresio´n de las diferentes prote´ınas desacoplan-
tes en levaduras, en particular Saccharomyces ce-
revisiae. La principal ventaja de utilizar estas
levaduras es el hecho que es un microorganismo
eucario´tico y que sus mitocondrias pueden incor-
porar las UCPs de modo totalmente funcional
[Arechaga I, Raimbault S, et al. (1993) Cysteine
residues are not essential for uncoupling protein
function. Biochem. J. 296: 693-700]. Por otro
lado, los cultivos de levaduras son baratos y es
posible conseguir grandes cantidades de material
biolo´gico. Pero adema´s, las mitocondrias de S. ce-
revisiae tiene una cualidad que las hace especial-
mente adecuadas para el presente procedimiento
ya que pueden oxidar NAD(P)H an˜adido al me-
dio de incubacio´n. Estos microorganismos (S. ce-
revisiae) poseen una deshidrogenasa que acepta
el sustrato, NAD(P)H, en la cara externa de la
membrana interna mitocondrial. Esta propiedad
aparece tambie´n en otras levaduras como Candida
utilis o Saccharomyces carlsbergensis [Van Dijken
JP, Scheﬀers WA (1986). Redox balances in the
metabolism of sugars by yeasts. FEMS Microbiol.
Rev. 32: 199-224] y contrasta con lo que ocurre
en las mitocondrias de mamı´feros. En la presente
invencio´n entendemos como ce´lulas competentes
aquellas ce´lulas, levaduras o no, cuyas mitocon-
drias poseen la capacidad, natural o adquirida ar-
tiﬁcialmente, de oxidar NAD(P)H an˜adido al me-
dio gracias a la existencia de una deshidrogenasa
que acepta este sustrato en la cara externa de la
membrana interna mitocondrial. En la presente
invencio´n se describe el uso de la levadura Saccha-
romyces cerevisiae como modelo para la expresio´n
de estas prote´ınas desacoplantes y la obtencio´n
de las mitocondrias adecuadas para la realizacio´n
del procedimiento objeto de la presente invencio´n.
Saccharomyces cerevisiae representa un ejemplo
de estas ce´lulas competentes, y el uso de cual-
quiera de e´llas en el procedimiento de la presente
invencio´n forma parte de la presente invencio´n.
Posteriormente, se ha procedido al aislamiento
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y preparacio´n de las mitocondrias provenientes
de Saccharomyces cerevisiae transformadas con
UCP1 para su uso en los ensayos de evaluacio´n
de compuestos reguladores de la actividad de esta
UCP (Ejemplo 2).
El procedimiento para la determinacio´n de la
actividad de las prote´ınas desacoplantes (UCPs)
que se describe en la presente invencio´n se basa
en el hecho que la actividad de las prote´ınas de-
sacoplantes produce variaciones en la velocidad
de respiracio´n mitocondrial, y que e´sta puede va-
lorarse de forma paralela mediante la monitori-
zacio´n de la desaparicio´n del NADH o NADPH
(sustratos para la respiracio´n). La adicio´n de es-
tos sustratos as´ı como su desaparicio´n posterior
(como consecuencia de su oxidacio´n en la mito-
condria) pueden controlarse perfectamente en el
procedimiento descrito en la presente invencio´n
(Ejemplo 1). El NADH y NADPH presentan dos
bandas de absorcio´n en el ultravioleta. La pri-
mera tiene el ma´ximo a 260 nm y la segunda a
340 nm. En la forma oxidada de ambos coenzi-
mas la banda de 340 nm desaparece. La luz ab-
sorbida en esta segunda zona del espectro (entre
300 y 380 nm) es emitida como luz ﬂuorescente
entre 420 y 520 nm (ma´ximo de emisio´n a 460
nm). Por tanto, los cambios en la absorcio´n de la
banda 300-380 nm o la variacio´n en la ﬂuorescen-
cia en la regio´n entre 420-520 nm se puede utilizar
para monitorizar el consumo de NAD(P)H. Estos
niveles de ﬂuorescencia o absorcio´n de NAD(P)H
se corresponden por tanto con la concentracio´n
existente de estos sustratos, pueden representarse
gra´ﬁcamente (Figura 1) y permiten monitorizar
las variaciones en la concentracio´n de NAD(P)H
en una solucio´n con el tiempo. En la Figura 1
se muestra la sen˜al de ﬂuorescencia medida con
un lector de placas POLARstar Galaxy (BMG
Laboratories GmbH, Oﬀenburg, Alemania) utili-
zando un ﬁltro para la excitacio´n de 340 nm y el
de emisio´n de 460 nm. En los pocillos de las pla-
cas hay 200 μl de una suspensio´n de mitocondrias
de S. cerevisiae control (0.1 mg prote´ına/ml) y
concentraciones crecientes de NADH (0.3 mM a
0.6 mM). La ecuacio´n matema´tica que relaciona
la ﬂuorescencia con la concentracio´n se utiliza en
los ejemplos posteriores para convertir la sen˜al de
ﬂuorescencia en concentracio´n de NADH.
La Figura 2 muestra un ejemplo cla´sico de
determinacio´n de la velocidad de consumo de
ox´ıgeno en levaduras Control y levaduras que ex-
presan UCP1 siguiendo metodolog´ıa ya descrita
anteriormente [Arechaga I, Raimbault S, et al.
(1993) Cysteine residues are not essential for un-
coupling protein function. Biochem. J. 296: 693-
700]. Se muestra la velocidad de respiracio´n ba-
sal (estado 4) tras la adicio´n de NADH y tras la
adicio´n del agente desacoplante FCCP (carbonil-
cianuro p-(triﬂuorometoxi)fenilhidrazona) a con-
centracio´n 10 μM que lleva a las mitocondrias a su
velocidad de respiracio´n ma´xima. La respiracio´n
basal de las mitocondrias UCP1 es mayor que en
las Control debido a que, en ausencia de un in-
hibidor, la UCP1 esta´ parcialmente activada. La
velocidad de respiracio´n ma´xima (en presencia de
FCCP) es similar en ambas preparaciones lo que
demuestra que la capacidad respiratoria de las mi-
tocondrias de las dos cepas de levaduras (UCP1
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y Control) es la misma. El palmitato estimula la
respiracio´n ma´s en las mitocondrias UCP1 que en
las control y esto es demostracio´n de la activacio´n
espec´ıﬁca [Arechaga I, Raimbault S, et al. (1993)
Cysteine residues are not essential for uncoupling
protein function. Biochem. J. 296: 693-700]. Los
valores de respiracio´n se muestran al lado de los
registros del electrodo y en la Tabla 1. Este ejem-
plo representa un modelo de las respuestas espera-
das en el grupo de levaduras Control y en las que
expresan UCP1 que permite comparar los resul-
tados obtenidos por el nuevo procedimiento que
se describe en la presente invencio´n tal como se
indica a continuacio´n.
TABLA 1
Comparacio´n de las velocidades de respiracio´n
medidas a partir del consumo de ox´ıgeno con las
medidas a partir del consumo de NADH
Mitocondrias Consumo de Consumo
CONTROL Ox´ıgeno1 de NADH2
Respiracio´n Basal 144 141
Respiracio´n
Desacoplada 763 691
GDP 3mM 155 151
Palmitato 48μM 157 148
Palmitato + GDP 157 157
Mitocondrias Consumo de Consumo
UCP1 Ox´ıgeno1 de NADH2
Respiracio´n Basal 218 223
Respiracio´n
Desacoplada 773 675
GDP 3mM 149 142
Palmitato 48μM 337 349
Palmitato + GDP 140 147
1 Valores en nmoles de “O” consumidos por mi-
nuto y por mg de prote´ına.
2 Valores en nmoles de NADH consumidos por
minuto y por mg de prote´ına.
La Figura 3 muestra el experimento paralelo
al anterior pero en el que se mide la velocidad de
respiracio´n a partir del consumo de NADH me-
dido con el lector de placas POLARstar Galaxy
como en la ﬁgura 1. En la Figura 3A se muestran
las curvas de la disminucio´n de la ﬂuorescencia del
NADH para las mitocondrias Control y las UCP1
tanto en estado basal como en presencia de FCCP.
Los resultados obtenidos con este procedimiento
son ide´nticos a los obtenidos en la Figura 2 uti-
lizando el electrodo de ox´ıgeno (ver Tabla 1), es
decir, una mayor respiracio´n basal en UCP1 que
en Control y velocidades comparables en presen-
cia del desacoplante FCCP. En la Figura 3B se
muestra la conversio´n de la sen˜al de ﬂuorescencia
a concentracio´n de NADH utilizando la ecuacio´n
obtenida en la Figura 1 utilizando so´lo los valo-
res en el rango 0.2 - 0.6 mM de NADH que es
donde la determinacio´n es ma´s ﬁable. Las velo-
cidades se calculan a partir de la pendiente de la
recta de regresio´n y se muestran en la Tabla 1
donde se comparan con los valores obtenidos con
el consumo de ox´ıgeno.
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La Figura 4 muestra el efecto de un activa-
dor (palmitato) y el de un inhibidor (GDP) de la
UCP1 sobre la velocidad de consumo de NADH
ambos compuestos son conocidos como regulado-
res de las prote´ınas desacoplantes (Ejemplo 2)
[Rial E, Gonza´lez-Barroso MM, et al. (1999)
Retinoids activate proton transport by the un-
coupling proteins UCP1 and UCP2. EMBO J.
18: 5827-5833; Arechaga I, Raimbault S, et al.
(1993) Cysteine residues are not essential for un-
coupling protein function. Biochem. J. 296: 693-
700]. Las gra´ﬁcas 4A y 4C muestran la dismi-
nucio´n en la ﬂuorescencia para las mitocondrias
UCP1 (Fig. 4A) y las Control (Fig. 4C). La
conversio´n a concentraciones de NADH se mues-
tra en las gra´ﬁcas 4B y 4D y como se hizo para
la Figura 3 se recoge so´lo la regio´n en la que la
medicio´n es ma´s ﬁable. Las velocidades de con-
sumo de NADH calculadas a partir de las corres-
pondientes rectas de regresio´n se muestran en la
Tabla 1. Como cab´ıa esperar la velocidad de de-
saparicio´n del NADH en las mitocondrias UCP1
es mayor en presencia del activador (palmitato,
rombos) y menor cuando se ha an˜adido el inhibi-
dor (GDP, tria´ngulos) en relacio´n con los niveles
de respiracio´n basal (c´ırculos) (349 y 142 respecti-
vamente vs 223) (Tabla 1). Se muestran tambie´n
los resultados que se obtienen con el palmitato y
el GDP en mitocondrias Control y demuestran la
especiﬁcidad del efecto de estos dos reguladores
sobre las mitocondrias que expresan la UCP1 al
no observarse diferencias entre los valores obte-
nidos (148 y 151 respectivamente vs 141). Los
efectos de estos dos compuestos sobre la UCP1
han sido va descritos y analizados en la litera-
tura con anterioridad [Arechaga I,Raimbault S,
et al. (1993) Cysteine residues are not essential
for uncoupling protein function. Biochem. J. 296:
693-700] y se corresponden con los obtenidos en
la presente invencio´n. El Ejemplo 2 de la presente
invencio´n es descriptivo del nuevo procedimiento
de identiﬁcacio´n de compuestos reguladores de la
actividad de las prote´ınas desacoplantes y forma
parte de la presente invencio´n. As´ı, compuestos
inductores de la actividad de las prote´ınas desco-
plantes se comportara´n de forma similar a la ob-
servada con palmitato, es decir, se observara´ un
incremento del consumo de NADH; mientras que
los compuestos inhibidores de la actividad de las
prote´ınas desacoplantes se comportara´n de forma
similar a la observada con GDP, es decir, se ob-
servara´ una disminucio´n del consumo de NADH.
Todos estos nuevos compuestos reguladores de la
actividad de las prote´ınas desacoplantes, ya sean
inhibidores o inductores, identiﬁcados por el pro-
cedimiento descrito en la presente invencio´n, for-
man parte de la presente invencio´n. Hay que
destacar que el procedimiento de la presente in-
vencio´n es ma´s fa´cil de realizar, ma´s ra´pido y,
ma´s reproducible que los descritos hasta la fecha
(determinacio´n del consumo de ox´ıgeno mediante
un electrodo de ox´ıgeno o mediante una ca´mara
de infrarrojos) lo que nos permite aﬁrmar que el
procedimiento de la presente invencio´n es una po-
tente alternativa novedosa para la identiﬁcacio´n
de compuestos reguladores de la actividad de las
prote´ınas desacoplantes. Estos potenciales com-
puestos identiﬁcados por el procedimiento des-
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crito en la presente invencio´n como reguladores
de la actividad las prote´ınas desacoplantes o como
reguladores del consumo de ox´ıgeno son potencia-
les compuestos terape´uticos para el tratamiento
de patolog´ıas que cursan con alteraciones de la
actividad de estas prote´ınas. As´ı, los compuestos
inductores de la actividad de las prote´ınas desaco-
plantes son compuestos terape´uticos de enferme-
dades como la obesidad, diabetes no dependiente
de insulina y s´ındromes metabo´licos y aquellas
en las que se produzca un incremento en la pro-
duccio´n de radicales libres como en la hipoxia;
mientras que los compuestos inhibidores de la ac-
tividad de las prote´ınas desacoplantes son com-
puestos terape´uticos de enfermedades como la ca-
quexia y ﬁebre. Todos estos usos terape´uticos de
estos compuestos forman parte de la presente in-
vencio´n.
La Tabla 1 recoge los valores de respiracio´n
obtenidos con el electrodo de ox´ıgeno y con la
ﬂuorescencia del NADH. Los valores han sido ob-
tenidos para ambas te´cnicas con las mismas pre-
paraciones de mitocondrias.
En los ejemplos de la presente Invencio´n se
ha utilizado el NADH como modelo de sustrato
que se puede valorar su presencia a lo largo de la
respiracio´n determinando la intensidad de ﬂuo-
rescencia. Como se ha comentado anteriormente
en la presente invencio´n el sustrato NADPH pre-
senta las mismas caracter´ısticas que el NADH por
lo que el uso de NADPH en el procedimiento de
la presente invencio´n forma parte de la presente
invencio´n. Por otro lado, la monitorizacio´n de los
niveles de NADH en la presente invencio´n se ha
realizado mediante la determinacio´n de la ﬂuo-
rescencia pero tambie´n puede monitorizarse me-
diante la determinacio´n de la absorcio´n y forma
parte de la presente invencio´n.
Descripcio´n de las ﬁguras
Figura 1
Medida de la ﬂuorescencia del NADH
Se representa la intensidad de ﬂuorescencia a
460 mn (excitacio´n a 340 nm) frente a concentra-
ciones crecientes de NADH.
Figura 2
Consumo de ox´ıgeno en mitocondrias que expre-
san UCP1 y mitocondrias Control
Comparacio´n entre la respiracio´n basal y la
respiracio´n en presencia de desacoplante (10 μM
FCCP) y comparacio´n de la estimulacio´n con pal-
mitato 48 μM. Las l´ıneas de puntos son las rec-
tas utilizadas para calcular las pendientes en las
distintas regiones de los registros y los valores
en nmoles de “O” consumido por minuto y mi-
ligramo de prote´ına se indican en la misma zona
del registro.
Figura 3
Consumo de NADH por mitocondrias que expre-
san UCP1 (s´ımbolos vac´ıos) y mitocondrias con-
trol (s´ımbolos negros)
Comparacio´n entre la respiracio´n basal (c´ır-
culos) y la respiracio´n en presencia de FCCP 10
μM (tria´ngulos). A, Sen˜al de ﬂuorescencia; B,
conversio´n a concentracio´n de NADH a partir de
la titulacio´n de la Figura 1.
Figura 4
Variaciones en la velocidad de consumo de NADH
en presencia de activadores e inhibidores de la
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prote´ına desacoplante UCP1
Figura 4A y 4B, mitocondrias UCP1; Figura
4C y 4D mitocondrias control. A y C, Sen˜al de
ﬂuorescencia; C y D, conversio´n a concentracio´n
de NADH a partir de la titulacio´n de la Figura 1.
Se compara el consumo de NADH en condiciones
basales (c´ırculos), con el consumo en presencia de
GDP 3mM para inhibir la UCP1 (tria´ngulos), el
consumo en presencia palmitato 48 μM para acti-
var la UCP1 (rombos) y el consumo en presencia
de los dos agentes, palmitato y GDP, (cuadrados).
Ejemplos
Ejemplo 1
Determinacio´n de la actividad desacopladora de
la prote´ına UCP1
Ejemplo 1.1
Preparacio´n de mitocondria de S. cerevisiae
Para el aislamiento de las mitocondrias nece-
sarias en los experimentos posteriores, las leva-
duras de la cepa Saccharomyces cerevisiae W303
que expresan UCP1 se pusieron a crecer en me-
dio SP (0.67% de base de nitro´geno, 0.1% casa-
minoa´cidos, 20 mg/ml tripto´fano, 40 mg/ml ade-
nina, 0.1% fosfato, 0.12% sulfato amo´nico, 0.1 %
glucosa, 2% a´cido la´ctico, pH 4.5) 36 horas an-
tes de la extraccio´n de las mitocondrias. 12 o´ 14
horas antes de la extraccio´n se diluyeron en me-
dio SG (0.67% de base de nitro´geno, 0.1% casa-
minoa´cidos, 20 mg/ml tripto´fano, 40 mg/ml ade-
nina, 2% galactosa pH 4.5) ajusta´ndose la den-
sidad o´ptica, a 600 nm a entre 0.3 - 0.4 unida-
des de absorbancia [Arechaga I, Raimbault S. et
al. (1993) Cysteine residues are not essential for
uncoupling protein function. Biochem. J. 296:
693-700].
Las mitocondrias se prepararon siguiendo un
procedimiento basado en el de Gue´rin et al.
[Gue´rin B, Labbe P. Somlo M (1979) Preparation
of yeast mitochondria (Saccharomyces cerevisiae)
with good P/O and respiratory ratios. Methods
Enzymol. 55: 149-159]. Los protoplastos se pre-
paran por digestio´n enzima´tica de la pared celular
con citohelicasa y tras su homogenizacio´n se ais-
lan las mitocondrias por centrifugacio´n diferencial
[Arechaga I, Raimbault S. et al. (1993) Cysteine
residues are not essential for uncoupling protein
function. Biochem. J. 296: 6993-700]. El mismo
procedimiento se ha utilizado para el aislamiento
de mitocondrias de levaduras que expresan UCP2
o UCP3 [Rial E, Gonza´lez-Barroso MM, et al.
(1999) Retinoids activate proton transport by the
uncoupling proteins UCP1 and UCP2. EMBO J.
18: 5827-5833].
Ejemplo 1.2
Determinacio´n de la actividad de la prote´ına
UCP1
Dos procedimientos se emplean para determi-
nar la actividad de la UCP1 en la presente in-
vencio´n.
Ejemplo 1.2.1
Determinacio´n de la velocidad de respira-
cio´n en mitocondrias que expresan la UCP1 me-
diante un electrodo de ox´ıgeno
El primer procedimiento ha sido descrito con
anterioridad y se utiliza de modo general. Este
procedimiento se basa en la determinacio´n de la
velocidad de respiracio´n a partir del consumo de
ox´ıgeno [Arechaga I. Raimbault S. et al. (1993)
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Cysteine residues are not essential for uncoupling
protein function. Biochem. J. 296: 693-700;
Patente ES9800225]. Las mitocondrias (concen-
tracio´n de prote´ına 0.15 mg/ml) se ponen en la
ca´mara del electrodo de ox´ıgeno (volumen total
1 ml) (HANSATECH, King’s Lynn. Inglaterra)
con un medio de incubacio´n que contiene 0.65M
manitol, 0.5mM EGTA, 20 mM Tris/maleato, 10
mM fosfato, 2 mM cloruro magne´sico pH 6.8. Los
ensayos se hacen a 20◦C por lo que la concen-
tracio´n de ox´ıgeno en el medio se considera 284
nmol/ml. Se an˜ade adema´s seroalbu´mina bovina
(libre de a´cidos grasos) 1 mg/ml. La respiracio´n
se inicia con la adicio´n de 1mM NADH. Esta me-
todolog´ıa ha sido tambie´n utilizada para la de-
terminacio´n de la actividad respiratoria en mi-
tocondrias que expresan UCP2 o UCP3 [Rial E,
Gonza´lez-Barroso MM, et al. (1999) Retinoids
activate proton transport by the uncoupling pro-
teins UCP1 and UCP2. EMBO J. 18: 5827-5833].
Los resultados se representan en la Figura 2 y los
valores en la Tabla 1.
Ejemplo 1.2.2
Determinacio´n de la velocidad de respi-
racio´n en mitocondrias que expresan la UCP1 me-
diante la monitorizacio´n de la ﬂuorescencia del
NADH
El segundo procedimiento, que es el objeto de
la presente invencio´n, se basa en la determinacio´n
de la velocidad de respiracio´n midiendo el con-
sumo de NAD(P)H. Todos los ensayos se realizan
en una placa normalizada micro-titer de 96 poci-
llos (Nunc, Dinamarca). El medio de incubacio´n
y dema´s condiciones son las mismas que las des-
critas para los ensayos en el electrodo de ox´ıgeno
excepto el volumen total de cada ensayo que es
de 200 μl por pocillo y la concentracio´n de sus-
trato. La concentracio´n de NAD(P)H se ha dis-
minuido hasta 0.5 mM para aumentar la sensibi-
lidad del ensayo. Se an˜aden 10 μl de una solucio´n
de NADH 10 mM a cada pocillo por medio de
un inyector presente en el equipo donde se reali-
zan las medidas. Las medidas de ﬂuorescencia se
realizan en un lector de placas POLARstar Ga-
laxy (BMG Laboratories GmbH, Oﬀenburg, Ale-
mania). La longitud de onda de excitacio´n es de
340 nm y la de emisio´n 460 nm. Las variaciones
en la sen˜al de ﬂuorescencia se determinan cada
30 segundos en cada pocillo y promediando 6-9
lecturas para cada medida. La placa se agita au-
toma´ticamente al ﬁnal de cada ciclo de medida
durante 10 segundos para asegurar que las mito-
condrias se mantienen en suspensio´n. Las con-
diciones de incubacio´n permiten tomar al menos
6 puntos de los pocillos en los que la velocidad
de respiracio´n es ma´xima (en presencia de 10 μM
del desacoplante FCCP). Para los experimentos
que se muestran en las Figuras 1, 3 y 4 las medi-
das se hacen por triplicado (3 pocillos de la placa
con las mismas condiciones) y las medidas de dis-
minucio´n de ﬂuorescencia se han promediado. A
estos valores se resta el valor de ﬂuorescencia de la
suspensio´n de mitocondrias en ausencia de NADH
(blanco).
La conversio´n de los valores de ﬂuorescencia a
concentracio´n de NADH (una vez promediados
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los triplicados y sustra´ıdo el valor blanco) se hace
mediante la titulacio´n previa de la intensidad de
ﬂuorescencia frente a concentraciones crecientes
de NADH. Para estas determinaciones se utilizan
concentraciones de NADH de entre 0.2 y 0.6 mM
siendo las condiciones de ensayo ide´nticas a las
descritas en el pa´rrafo anterior.
Ejemplo 2
Caracterizacio´n de compuestos reguladores de la
UCP1
Se conocen ya reguladores de las prote´ınas de-
sacoplantes UCP1 y UCP2. En presencia de estos
reguladores la velocidad de respiracio´n mitocon-
drial var´ıa [Rial E, Gonza´lez-Barroso MM, el al.
(1999) Retinoids activate proton transport by the
uncoupling proteins UCP1 and UCP2. EMBO
J. 18: 5827-5833]. As´ı los nucleo´tidos de pu-
rina como el GDP son inhibidores de la UCP1
y, por tanto la adicio´n de este regulador causa
una disminucio´n en la velocidad de respiracio´n
[Arechaga I, Raimbault S, et al. (1993) Cysteine
residues are not essential for uncoupling protein
function. Biochem. J. 296: 693-700]. En el caso
de que se an˜ada al medio de incubacio´n un acti-
vador, como los a´cidos grasos, aumenta la velo-
cidad de respiracio´n. Por tanto, para determinar
si un compuesto es un regulador de la actividad
de una prote´ına desacoplante, la monitorizacio´n
de la velocidad de respiracio´n permite determinar
la naturaleza de su accio´n. La comparacio´n de su
efecto con el que tiene lugar en mitocondrias Con-
trol sin UCPs permite establecer si los efectos son
espec´ıﬁcos [Rial E, Gonza´lez-Barroso MM, el al.
(1999) Retinoids activate proton transport by the
uncoupling proteins UCP1 and UCP2. EMBO J.
18: 5827-5833; Patente ES9800225].
En el presente ejemplo se determino´ el efecto
de un inductor (palmitato) y de un inhibidor
(GDP) de las prote´ınas desacoplantes para la va-
lidacio´n del procedimiento descrito en la presente
invencio´n para la identiﬁcacio´n de compuestos re-
guladores de la actividad de estas prote´ınas desa-
coplantes. La determinacio´n se hizo por tripli-
cado en las mismas condiciones descritas en el
Ejemplo 1.2.2. excepto que antes de la adicio´n
del NADH, en los pocillos de la placa micro-titer
se pone GDP 3mM, o palmitato 48 μM, o una
mezcla con palmitato 48 μM y GDP 3mM (Fi-
gura 4). En la misma placa hay pocillos con las
mitocondrias sin reguladores (respiracio´n basal)
y pocillos con FCCP 10 μM (respiracio´n desa-
coplada). Las rectas en los paneles B y D son
obtenidas mediante regresio´n lineal de los datos
mostrados Los valores de las pendientes de las rec-
tas de regresio´n, convertidos a consumo de NADH
por minuto y miligramo de prote´ına, se recogen
en la Tabla 1.
En las mitocondrias UCP1, el consumo de
NADH disminuye frente a los niveles basales
cuando el inhibidor GDP esta´ presente (tria´ngu-
los) incluso cuando se encuentra simulta´neamente
con palmitato (cuadrados). El activador palmi-
tato hace que aumente la velocidad de consumo
del NADH (rombos). En las mitocondrias control
estos reguladores no producen variaciones signiﬁ-
cativas en la velocidad de consumo de NADH.
7
B
13 ES 2 177 404 A1 14
REIVINDICACIONES
1. Procedimiento de identiﬁcacio´n de com-
puestos qu´ımicos reguladores de la actividad de
las prote´ınas desacoplantes de la respiracio´n celu-
lar caracterizado por las siguientes etapas:
Incubacio´n de mitocondrias con el com-
puesto a testar en una solucio´n que contiene
una de las siguientes coenzimas: NADH o
NADPH,
determinacio´n de la velocidad de desapa-
ricio´n de la coenzima NADH o NADPH,
identiﬁcacio´n de un compuesto qu´ımico
como inductor de la actividad de las
prote´ınas desacoplantes cuando se deter-
mine una velocidad de desaparicio´n de la co-
enzima mayor que la observada en un grupo
control o como inhibidor de la actividad de
las prote´ınas desacoplantes cuando se de-
termine una velocidad de desaparicio´n de
la coenzima menor que la observada en un
grupo control.
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2. Procedimiento segu´n la reivindicacio´n 1
caracterizado porque las prote´ınas desacoplan-
tes pertenecen, entre otras, al siguiente grupo:
UCP1, UCP2, UCP3, UCP4, StUCP y AtUCP.
3. Procedimiento segu´n una de las reivindica-
ciones 1 a la 2 caracterizado porque las mito-
condrias provienen de ce´lulas transformadas que
poseen la capacidad de expresar una prote´ına de-
sacoplante cualquiera de la reivindicacio´n 2.
4. Procedimiento segu´n la reivindicacio´n 3 ca-
racterizado porque las ce´lulas son competentes
ya que sus mitocondrias son capaces de oxidar
NADH o NADPH.
5. Procedimiento segu´n la reivindicacio´n 4 ca-
racterizado porque las ce´lulas competentes son
levaduras.
6. Procedimiento segu´n la reivindicacio´n 4 ca-
racterizado porque las ce´lulas competentes son
levaduras Saccharomyces cerevisiae.
7. Procedimiento segu´n una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a la 6 caracterizado por-
que la velocidad de desaparicio´n de los coenzi-
mas NADH o NADPH se determina, entre otras,
mediante las siguientes te´cnicas: ﬂuorescencia o
absorcio´n.
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